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1 UVOD 
 
Mikroorganizmi so prisotni v človekovem okolju, v tleh, v vodah, na živalih, na rastlinah, 
naseljujejo pa tudi človekovo kožo in sluznice. Mikroorganizmi, zlasti bakterije, imajo 
biološki pomen in skrbijo za ravnotežje med mrtvo in živo snovjo. V toplih vlažnih predelih 
je mikroorganizmov več kot v mrzlih in suhih. Sestava normalne flore je odvisna od 
zdravstvenega in imunskega stanja gostitelja. Mikroorganizmi, ki naseljujejo kožo in 
sluznice, so v različnem medsebojnem odnosu. V ustni votlini je prisotnih vsaj 300 vrst 
mikroorganizmov, ki so tam stalno naseljeni (Dragaš, 1996). Streptococcus mutans ter 
Actinomyces naeslundii so bakterije, ki so najbolj aktivne pri tvorbi biofilma in povzročanju 
zobnega kariesa. S svojim delovanjem lahko zaščitijo ostale bakterije znotraj biofilma pred 
učinkovanjem preparatov, ki se uporabljajo pri zobni higieni in preprečevanju nastanka 
zobnih biofilmov (Huang in sod., 2011). V današnjem svetu se ljudje vedno bolj nagibajo k 
uporabi naravnih preparatov. Med ima velik protibakterijski potencial v boju proti 
peroralnim patogenom in veliko obeta pri zdravljenju parodontalnih bolezni, razjed v ustni 
votlini in drugih boleznih ustne votline (Ahuja A. in Ahuja V., 2010). Uporaba medu v 
prehrani in medicini je ljudem poznana že tisočletja. Starodavna medicinska besedila očetov 
medicine, kot sta Aristotel in Hipokrat, so zabeležila zdravilne učinke medu ob različnih 
težavah. V odgovor na uveljavljeno uporabo in naraščajočo stopnjo odpornosti proti 
antibiotikom so v zadnjih dvajsetih letih znanstveniki bolj intenzivno proučevali vlogo medu 
pri našem zdravju. Študije so pokazale, da ima med veliko farmakoloških učinkov, zaradi 
česar koristi ljudem ob različnih poškodbah in boleznih. Med ima antioksidativne in 
protivnetne lastnosti, deluje protibakterijsko ter antimutageno, pospešuje celjenje ran, ima 
pa tudi protivirusne, protiglivične in protitumorske učinke. Raziskave so pokazale, da med 
manuka preprečuje rast bakterijskega biofilma. Sladkorji, organske kisline, vodikov 
peroksid, minerali in polifenoli so le nekatere izmed bioaktivnih snovi, zaradi katerih bi 
lahko med uporabili v pripravkih, ki bi zavirali tvorbo biofilma na zobnih površinah 
(Ramsay in sod., 2019). 
 
V okviru diplomske naloge nas je zanimalo, ali kostanjev med zavre adhezijo bakterij vrste 
Streptococcus cristatus na zobnih površinah, saj smo iz literature (Kokalj, 2018) povzeli, da 
kostanjev med zmanjša adhezijo različnih bakterij na polistirenski površini in na zobnih 
nadomestkih.  
 
1.1 CILJI IN HIPOTEZE 
 
1.1.1 Cilji 
 
Cilj diplomskega dela je bil optimizirati metodo določanja bakterijske adhezije na zobno 
površino in preveriti, ali kostanjev med zmanjša adhezijo bakterij vrste Streptococcus 
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cristatus na zobni površini. Uporabili smo prašičje zobne površine, ki so zelo podobne 
človeškim zobnim površinam. 
 
1.1.2 Hipoteze 
 
Predvidevali smo, da bo na zobeh, kjer bo uporabljen kostanjev med, zmanjšana adhezija 
bakterij vrste Streptococcus cristatus v primerjavi z zobmi, kjer ne bo prisotnega 
kostanjevega medu. 
 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ZOBNA POVRŠINA 
 
 
Slika 1: Prečni prerez človeškega zoba (A) in obzobnih tkiv (B) (Hitij, 2011). 
Zob sestavljata zobna krona in zobna korenina (Slika 1). Tkiva, ki sestavljajo zob, so 
sklenina, dentin, zobni cement in zobna pulpa. Zob je pričvrščen v kost z obzobnimi tkivi. 
Tkiva, ki pričvrščujejo zob v kost, so zobni cement, pozobnica, alveolna kost in dlesen. 
Sklenina je najbolj mineralizirano tkivo v telesu. Sestavljena je iz 95 % mineralnih snovi, 4 
% vode in 1 % organskih snovi. Mineralne snovi so v obliki kristalov, pretežno v obliki 
kalcijevega hidroksiapatita. Sklenino sestavljajo skleninske prizme in medprizemska snov. 
Sklenina leži na površini zoba. Dentin je zelo mineralizirano tkivo, ki tvori glavno maso 
zoba. Sestavljen je iz 70 % mineralnih snovi, 2 % organskih snovi in 10 % vode. Kar 90 % 
organskih snovi sestavlja kolagen. Zobna pulpa je specializirano rahlo vezivno tkivo, ki 
izpolnjuje pulpno votlino. Pulpno votlino sestavljajo pulpni prekat ali komora in koreninski 
kanali. Naloge zobne pulpe so: 
 da z odontoblasti izdeluje dentin, 
 da prehranjuje dentin ter s tem omogoča tvorbo dentina in njegovo obnavljanje, 
 ima pomembno čutilno vlogo, saj se v njej nahajajo živčna vlakna, 
 pomembna obrambna vloga, kamor sodi sklerozacija (zapiranje) dentinskih kanalov, 
tvorjenje reparativnega dentina ter vnetno-imunski odgovor (Hitij, 2011). 
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2.1.1 Zobni materiali uporabljeni v študijah in vitro 
 
Nadomestni zobni materiali morajo biti pred uporabo preverjeni in testirani z različnimi  
študijami in vitro (Lopes in sod., 2006). Uporaba človeških zob za študije in vitro je omejena 
zaradi etičnih vidikov. Živalski zobje se rutinsko uporabljajo za testiranje dentalnih 
materialov in se uporabijo ob predpostavki, da kažejo podobnosti s človeškimi zobmi. 
Primarni kriteriji za izbor različnih vrst zob so njihove strukturne in fizikalno-kemijske 
lastnosti. Na primer, zobje opic, psov in prašičev kažejo podobno mineralizacijo v sklenini 
kot pri človeku. Prašičji zobje se uporabljajo kot nadomestki za človeške zobe pri raziskavah 
adhezije, ker so bolj podobni človeškim zobem kot zobje drugih sesalcev glede na obliko, 
velikost, morfologijo in obdobje razvoja (Lopes in sod., 2006). Prašičji zobje so višji in bolj 
zapletene zgradbe kot človeški zobje. Opazili so tudi, da so prašičji zobje manj odporni proti 
lomu pod tlačnimi silami v primerjavi s človeškimi zobmi, kar je verjetno posledica njihove 
tanjše sklenine. Pri opazovanju vzorcev pri srednjih povečavah so imele skleninske prizme 
pri prašičjih zobeh za skoraj polovico premera človeških, vendar so bili njihovi vzorci in 
občutljivost za jedkanje podobni. Na nekaterih področjih prašičje in človeške sklenine so 
bila jedra prizem izrazitejša, na večini področij pa so bile izrazitejše periferije skleninskih 
prizem. Večje povečave so omogočile opazovanje kristalov sklenine v človeški sklenini, kar 
pa ni mogoče v prašičji sklenini. Pri pregledu intertubularnega dentina je bilo mogoče opaziti 
bolj gladko površino pri prašičjih zobeh kot pri človeških zobeh. Pri človeških zobeh so po 
jedkanju in izpiranju s kislino profili intertubularnega dentina in profili kolagenskih vlaken 
bolj opazni, medtem ko so pri prašičjem dentinu manj opazni (Lopes in sod., 2006). 
  
2.2 MIKROBIOTA USTNE VOTLINE 
 
V ustni mikroflori je več kot 700 različnih bakterijskih vrst. Te vrste kolonizirajo zobe, jezik, 
ustno sluznico, trdo nebo ter dlesnin žleb. Porazdelitev in lokacija mikroorganizmov v ustni 
votlini ni naključna. Nekateri imajo raje aerobne razmere in posledično rastejo tam, kjer je 
v atmosferi kisik. Vrste, ki potrebujejo anaerobne razmere, pa se naselijo v žlebe dlesni, kjer 
so razmere brez kisika. Številne klinične študije kažejo, da se delež nekaterih bakterij, kot 
so npr. bakterije vrst Streptococcus mutans in Porphyromonas gingivalis, poveča pri 
bolnikih s kariesom ali parodontitisom (Huang in sod., 2011). 
 
Značilne bakterije v ustni votlini so na primer bakterije vrst Corynebacterium matruchotii, 
Actinomyces naeslundii, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis in Streptococcus 
salivarius. Čeprav na ustni sluznici, v slini in na zobeh prevladujejo ustni streptokoki, ne 
smemo pozabiti, da se začasno v ustni votlini zadržujejo zelo različne mikrobne vrste, tudi 
patogene. Ko zrastejo stalni zobje in se poglobijo žlebovi dlesni, se začnejo pojavljati tudi 
anaerobne bakterije, ki jih kasneje najdemo pri odraslih osebah. V zdravih ustih je količina 
le-teh manjša od 1 % skupnega števila mikroorganizmov. Gre za anaerobne koke, 
treponeme, fuzobakterije, porfiromonade, prevotele in kampilobaktre. Posebej zanimivo je 
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področje dlesni z žlebovi dlesni. Na vseh teh področjih sestava bakterij ni popolnoma enaka. 
Zobne površine naseljujejo pretežno streptokoki in aktinomicete. V žlebu dlesni pa so razen 
fakultativnih in anaerobnih streptokokov še bakterije rodov Veillonella, Porphyromonas in 
Prevotella. Na ustno mikrobioto vpliva sprememba prehrane. Povečano uživanje prečiščenih 
ogljikovih hidratov spodbuja rast acidogene bakterijske flore, kamor prištevamo ustne 
streptokoke in laktobacile. Na ustno mikrobioto vpliva tudi higiena zob, fiziološko stanje 
gostitelja, posegi v ustni votlini, zdravljenje z antibiotiki in spremembe v imunskem sistemu 
(Dragaš, 1996). 
 
2.2.1 Bolezni ustne votline 
 
Zobna gniloba je endogena bakterijska bolezen, pri kateri se spremenijo ali popolnoma 
uničijo kalcificirani deli zob. Pri tem sodelujejo oportunistične bakterije normalne ustne 
flore. Ob povečanju števila le-teh se spremeni ravnovesje mikroflore v ustni votlini. Bolezen 
je kronična in je klinično opazna šele po daljšem času. Pri nastanku zobne gnilobe gre za 
interakcijo med gostiteljem, bakterijami iz ustne votline in substratom (sladkor saharoza). 
Zaradi sodelovanja vseh treh dejavnikov pride do demineralizacije sklenine in zobovine ali 
dentina (Dragaš, 1996). 
 
Zobna obloga je homogena bakterijska masa, ki povzroči bolezen, če se bakterije namnožijo 
v taki količini, da se organizem več ne more braniti. Gre torej za endogeno kronično 
bakterijsko bolezen zaradi »zlepljenih plasti ustnih bakterij« in njihovih izločkov, 
zunajceličnih polisaharidov, ki skupaj ustvarijo biofilm na zobni površini (Dragaš, 1996). 
Kariogene bakterije imajo v fakultativno anaerobni presnovi sposobnost tvorbe kislin, 
največkrat mlečne. Kislina znižuje pH na 4,0–5,5, kar še pospešuje razmnoževanje bakterij, 
ki so tolerantne na nizek pH, npr. ustni streptokoki in laktobacili. Vse skupaj omogoča 
demineralizacijo sklenine in dentina ter tako okvaro zobne površine, ki sicer pri zdravih 
osebah uspešno varuje zob pred vdorom bakterij. Najpogostejše bakterije, ki sodelujejo pri 
razvoju zobne gnilobe, so streptokoki. Temu se pridružijo laktobacili in aktinomicete. Pri 
parodontalnih vnetjih morajo biti bakterije sposobne adhezije na razpoložljivih površinah 
zobnih korenin (Dragaš, 1996). Periodontitis je ena izmed zobnih bolezni oziroma bolezni 
dlesni, ki jo povzroča bakterijski biofilm imenovan dentalni plak. Čeprav imamo v ustni flori 
veliko bakterijskih vrst, tri gramnegativne vrste bakterij povzročajo največ težav s 
periodentalnimi boleznimi. To so bakterije vrst Porphyromonas gingivalis, Tammerella 
forsytria in Treponema denticola. Te bakterije naj bi spadale med kasnejše kolonizatorje 
dentalnih plakov (Wang in sod., 2009). 
 
2.2.2 Značilnost bakterij rodu Streptococcus 
 
Ustni streptokoki so grampozitivni koki v verižicah, negibljivi, nesporogeni, glede presnove 
fakultativni anaerobi. Za rast in pridobivanje energije izkoriščajo ogljikove hidrate, 
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predvsem saharozo oziroma glukozo in laktozo, iz katerih tvorijo mlečno kislino. 
Predstavljajo najštevilnejšo skupino bakterij v ustih. Uvrščali so jih pod skupno ime viridans 
(zeleneči) zaradi α-hemolize, ki jo sproži večina predstavnikov. Znani predstavniki ustnih 
streptokokov so bakterije vrst Strept. salivarius, Strept. mutans, Strept. sanguis in Strept. 
gordonii. Ustni streptokoki prevladujejo v normalni ustni mikrobioti in predstavljajo vsaj 80 
% od vseh obstoječih bakterijskih vrst, ki jih najdemo v zdravi ustni votlini (Dragaš, 1996). 
Streptokoki uporabljajo več adhezinov, da se vežejo na epitel, njihova ekspresija pa je 
regulirana kot odziv na razmere okolja in rasti. Peroralni streptokoki so primarni 
kolonizatorji zobne površine in večinsko zastopani v biofilmih zobnih oblog. Bakterije, ki 
rastejo v teh sorazmerno gostih, površinsko povezanih skupnostih, so fenotipsko precej 
drugačne od planktonskih. Streptokoki tekmujejo za vezavna mesta na površini zoba, 
prevlečenega s slino, in so sposobni proizvajati protimikrobne spojine. Bakterije vrste Strept. 
mutans lahko postanejo prevladujoče v ustnem biofilmu, kar vodi do razvoja zobnega 
kariesa. Dominantnost bakterij vrste Strept. mutans je odvisna od konkurence z drugimi 
bakterijami, kot so bakterije vrst Strept. sanguinis in Strept. gordonii. Bakterije zavirajo rast 
drugih bakterij s proizvodnjo protimikrobnih spojin, bakteriocinov. Pokazalo se je, da se 
večina patogenih vrst rodu Streptococcus veže na komponente zunajceličnega matriksa 
(EPS) in celične površinske molekule. Komponente EPS gostitelja, za katere je znano, da so 
vključene v adhezijo bakterij, so fibronektin, kolagen, fibrinogen, fibrin, elastin pa tudi 
dekorin in heparin sulfat. Naštete komponente vsebujejo proteoglikane in aglutininski 
glikoprotein, ki je sestavni del sline ali pelikla, ki prekriva zob in za katerega se domneva, 
da je vključen v ustno biofilmsko tvorbo (Moschioni, 2010). 
 
2.2.2.1 Bakterije vrste Streptococcus cristatus 
 
Streptococcus cristatus je grampozitivna bakterija, ki so jo odkrili na površini ustne sluznice 
in zob zdravih posameznikov. Nahaja se v normalni zdravi ustni votlini. Peroralnih 
nalezljivih bolezni naj ne bi povzročala, čeprav je bilo dokumentirano, da se neinvazivna 
bakterijska vrsta Strept. cristatus lahko prenese v človeške epitelne celice ob pomoči bakterij 
vrste Fusobacterium nukleatum. Bakterije vrste Strept. cristatus naj bi vsebovale majhno, 
toplotno stabilno molekulo, ki naj bi bila sposobna povečati prirojeno imunost in zavirati 
replikacijo HIV-1 (Ho in sod., 2017). Wang in sod. (2014) so poročali, da je peptid arginin 
deiminaza, ki ga tvorijo bakterije vrste Strept. cristatus, sposoben zatreti ekspresijo različnih 
virulenčnih dejavnikov bakterij vrste P. gingivalis ter preprečiti tvorbo biofilma (Wang in 
sod., 2014). 
 
2.3 BAKTERIJSKA ADHEZIJA IN TVORBA BIOFILMA 
 
Biofilm je združba mikroorganizmov, znotraj katerega se le-ti povezujejo in rastejo. 
Mikroorganizmi so pritrjeni drug ob drugega ali na trdno površino, običajno ob prisotnosti 
tekočine. V ustni votlini to tekočino predstavlja slina, ki obliva zobne plake oziroma 
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biofilmske združbe na zobni površini. Te mikrobne združbe ustvarjajo mikrokolonije, v 
katerih celice med seboj komunicirajo (angl. quorum-sensing). Obdane so z zunajceličnimi 
polimernimi komponentami (EPS), ki jih ustvarjajo same. EPS je glavna sestavina biofilma. 
Tip EPS variira med biofilmi zaradi različnih stopenj bakterijske rasti in substratov, ki jih 
bakterije uporabljajo pri metabolizmu. Ker lahko praktično vse bakterije znotraj biofilma 
sintetizirajo in razgradijo EPS, le-ta postane komunikacijski medij med bakterijami. EPS 
nudi zaščito bakterijam, saj zamrežena struktura EPS lahko zmanjša penetracijo snovi v 
notranjost biofilma. EPS prispeva k ohranjanju strukture biofilma. Vpliva tudi na izmenjavo 
snovi v biofilmih in določa hidrofilne ali hidrofobne lastnosti samega biofilma. Biofilm ščiti 
bakterije pred zunanjimi vplivi ter pred vplivom antibiotikov in ostalih protimikrobnih snovi. 
Biofilm običajno sestavlja 5–25 % bakterijskih celic in 75–95 % glikokaliksa. V ustni votlini 
se nahaja preko 700 različnih bakterijskih vrst. Ker je biofilm raznovrsten sistem, je 
kompeticija močno prisotna med različnimi vrstami bakterij. Tekmujejo za hranila in 
vezavna mesta, torej za možnost preživetja. Kompeticija med člani ustne mikroflore je zelo 
kompleksna, kar se opazi tudi pri tekmovanju za prvotno pripenjanje na zobno površino ali 
za pritrjevanje na t. i. pionirske bakterije. Pri tem bakterije uporabljajo bakteriocine in ostale 
izločke, s katerimi si olajšajo razmere za rast, saj zavrejo rast drugih vrst bakterij, ki bi jim 
drugače zasedla željena mesta. Bakteriocini so nespecifični proteini, ki delujejo na druge 
vrste bakterij. Streptokoki naj bi imeli največjo sposobnost produkcije bakteriocinov (Huang 
in sod., 2011). Bakterije znotraj zobnega biofilma metabolizirajo fermentabilne ogljikove 
hidrate iz hranil in tvorijo kisline. Te kisline demineralizirajo zobno površino in povzročijo 
razpad zobne strukture. Kisline ostajajo v dolgem stiku z zobom zaradi izločanja matriksa iz 
dentalnega biofilma. Izločen matriks onemogoči, da bi slina lahko očistila in remineralizirala 
površino. Če biofilm ni mehansko odstranjen s ščetkanjem, lahko povzroči začetek ali 
nadaljevanje tvorbe zobnega kariesa (Ramsay in sod., 2019). 
 
2.3.1 Tvorba biofilma 
 
Prvi korak pri tvorbi biofilma je pritrditev pelikla oziroma tvorba tankega sloja 
glikoproteinov sline na čisti zobni površini. Prihaja do interakcij med različnimi 
glikoproteini ter zobno površino. Sile, ki sodelujejo pri interakcijah, v grobem razdelimo v 
tri skupine: šibke sile (Coulombove interakcije, van der Waalsove sile, dipol-dipol 
interakcije), srednje močne sile (hidrofobne interakcije) ter močne sile (kovalentne vezi, 
vodikove vezi in ionske vezi). Z različnimi povezavami se proteini prerazporedijo in 
absorbirajo. Novo oblikovan pelikel je pripravljen za pritrjevanje prvih vrst bakterij t. i. 
pionirskih bakterij. Bakterijska adhezija na pelikel predstavlja drugi korak oblikovanja 
biofilma. Nekatere vrste bakterij prepoznajo vezavne proteine pelikla (α-amilaze in s 
prolinom bogate glikoproteine). Povezava je reverzibilna. Prvotne povezave večinoma 
temeljijo na elektrostatičnih privlakih ali fizični pritrjenosti. Ko se pionirske bakterije 
pritrdijo na pelikel, se prične izločanje EPS, ki omogoči bakterijam učinkovitejše 
pritrjevanje in medsebojno povezavo. Med fizičnim pritrjevanjem prevladuje uporaba 
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fimbrij in fibrilov. Bakterije rodov Actinomyces, Streptococcus, Haemophilus, 
Capnocytophaga in Veillonella so glavne pionirske bakterije na zobni površini. Zgodnja 
kolonizacija jim omogoči, da zasedejo prostor na zobni površini in pridobijo prednost v 
poznejši konkurenci z drugimi vrstami. Bakterije vrste Streptococcus mutans so glavne 
povzočiteljice kariogenih bolezni. Inhibirajo aktivnost bakterij vrste Strept. cristatus. Prav 
tako so v kariogenih biofilmih pogoste bakterije vrste Lactobacillus casei. Tudi bakterije 
vrste Actinomyces naeslundii so ene izmed pionirskih bakterij pri tvorbi oralnega biofilma. 
Povezujejo jih s periodentalnimi boleznimi in kariesom (Huang in sod., 2011). 
 
Po pritrditvi pionirskih bakterij le-te poskrbijo za specifična vezavna mesta direktno preko 
izločenega EPS. Bakterije tako lažje kolonizirajo površino in tvorijo biofilm. Bakterije, ki 
se kasneje priključijo, prepoznajo polisaharide ali proteinske receptorje na površini 
pionirskih celic in se adherirajo. Bakterijska medcelična komunikacija znotraj biofilma je 
bakterijsko izločanje ene ali več snovi kot odziv na spremembe v sestavi biofilma, sestavi 
bakterij in razmer okolja. Bakterije znotraj biofilma tvorijo signalne molekule, ki se izločajo 
v okolje ter sodelujejo pri tvorbi biofilma. Grampozitivne bakterije uporabijo oligopeptide 
kot signalne molekule, gramnegativne pa acil-homoserin laktonske molekule. Pri zrelem 
biofilmu bakterije zapustijo biofilm z ločitvijo celic ali skupine celic, ki se odcepijo iz 
biofilma. Bakterije se odstranijo ob pomanjkanju hranil ali ob obrambi gostitelja (Huang in 
sod., 2011). 
 
2.4 MED 
 
Med je naravna sladka snov, ki jo čebele predelajo iz medičine ali mane z dodajanjem 
izločkov zlasti žlez slinavk in jo shranjujejo v satnih celicah, v katerih dozoreva (Bokal, 
2008). Vsebuje več kot 200 različnih snovi, med njimi največ sladkorjev, vode, organskih 
kislin, mineralov ter polifenolov. 4–5 % je frukto-oligosaharidov, ki pomagajo pri prebavi, 
saj so dober vir prebiotikov. Točna sestava je odvisna od tega, iz katere rastline izvira nektar 
(Ramsay in sod., 2019). Barva in okus medu sta odvisna od tega, pri katerih rastlinah so 
čebele nabirale (Almasaudi in sod., 2017). Botanični izvor medu najbolj vpliva na njegovo 
antioksidativno aktivnost, medtem ko predelava, ravnanje in skladiščenje na antioksidativno 
sposobnost vplivajo v zelo majhni meri. Ugotovljena je bila močna korelacija med 
antioksidativno aktivnostjo in barvo medu. Vallianou in sod. (2014) poročajo, da naj bi imel 
temni med večjo vsebnost fenolov in posledično večji antioksidativni potencial (Vallianou 
in sod., 2014). Čebele obiščejo na stotine cvetov, kjer nektar zaužijejo v »medne želodce«, 
kjer prebavni encimi vplivajo na saharozo in jo razgradijo na glukozo in fruktozo. Čebele 
nato to medičino z dodanimi izločki žlez slinavk izpljunejo v satje, s krili posušijo in svoj 
produkt zapečatijo z voskom. V medu so prisotni encimi (glukoza oksidaza, katalaza), 
aminokisline, vitamini, kalcij, železo, cink in kalij. Uporaba medu je bila znana pred več 
tisoč leti, tako v prehrani kot medicini, za kar obstajajo dokazi na jamskih poslikavah iz 
kamene dobe. Med naj bi imel antioksidativne, protivnetne in protibakterijske lastnosti. 
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Deloval naj bi antimutageno in pomagal pri zdravljenju ran (Ramsay in sod, 2019). Zobni 
plaki, gingivitis in karies so le nekatere izmed glavnih bolezni ustne votline, ki vplivajo na 
dentalno zdravje. Zdrava ustna votlina običajno vsebuje več aerobnih in grampozitivnih 
bakterij, nezdrava ustna votlina pa običajno vsebuje več anaerobnih in gramnegativnih 
bakterij. Med naj bi bil učinkovit proti 60 grampozitivnim in gramnegativnim ter anaerobnim 
in aerobnim bakterijskim vrstam (Ramsay in sod., 2019). Tudi proti bakterijam vrste Strept. 
mutans, ki povzročajo razvoj zobnega kariesa. Bakterije namreč še niso razvile odpornosti 
proti medu (Ramsay in sod., 2019). Vzrok bi lahko bila kompleksna sestava medu, katere 
posledica je delovanje posamezne komponente ali v sinergiji na več tarčnih mest hkrati, s 
čimer se zmanjša možnost razvoja bakterijske odpornosti (Almasaudi in sod., 2017). 
 
Med zavre rast bakterij z visoko vsebnostjo sladkorja, nizko vrednostjo pH ter s 
protibakterijskimi dejavniki, na primer vodikovim peroksidom (Ramsay in sod., 2019). 
Domnevna funkcija vodikovega peroksida je preprečevanje kvarjenja surovega medu, ko 
koncentracija sladkorjev še ne doseže stopnje, ki prepreči rast mikroorganizmov. Fenolne 
spojine, ki izvirajo iz rastlinskega nektarja, naj bi bile pomembni dejavniki za neperoksidno 
protibakterijsko delovanje medu. V medu so odkrili več fenolnih spojin s protibakterijskim 
delovanjem, vendar njihov prispevek k celotni aktivnosti medu ostaja nejasen. Aktivnost 
posameznih fenolov, izoliranih iz medu, je prenizka, da bi bistveno prispevala k 
protibakterijski aktivnosti. Kompleksne fenolne frakcije več malezijskih medov kažejo 
protibakterijsko aktivnost, vendar identiteta spojin, ki so odgovorne za to aktivnost, ni znana. 
Morda bi kombinacija različnih fenolov namesto posameznih spojin prispevala k 
protibakterijski aktivnosti medu. Vse te trditve pa je potrebno raziskati tudi z uporabo čistih 
spojin namesto delno prečiščenih frakcij (Kwakman in sod., 2012). 
 
Protibakterijske lastnosti medu so odvisne od: 
 higroskopskih lastnosti: visoka koncentracija sladkorjev povzroči ozmotski stres, 
zato voda prehaja iz bakterijskih celic, kar povzroči njihov propad 
 vrednosti pH: vrednost pH medu je med 3,2 in 4,5, torej dovolj nizka za inhibicijo 
nekaterih patogenih bakterij 
 vsebnosti vodikovega peroksida: v medu je encim glukoza-oksidaza, ki ga izločijo 
čebele iz hipofaringealne žleze v nektar. Vodikov peroksid naj bi sodeloval pri tvorbi 
medu iz nektarja. Glukoza se ob prisotnosti vode in kisika pretvori v glukonsko 
kislino in vodikov peroksid. A vsebnost vodikovega peroksida v medu ni velika, saj 
se vodikov peroksid ob prisotnosti ionov prehodnih kovin in askorbinske kisline 
razgradi v vodo in kisik.  
 fitokemijskih dejavnikov: med vsebuje encime, minerale in vitamine (Ahuja in sod., 
2010). 
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2.4.1 Kostanjev med 
 
Kostanjev med je iz nektarja in/ali mane, ki ju čebele nabirajo na pravem kostanju. Ta med 
se po svojem grenkem, trpkem vonju precej razlikuje od drugih vrst medov. Lahko je temno 
rjave ali jantarne barve, z rdečim odtenkom. Vedno je bister. Po navadi ne kristalizira. 
Motnost je znak navzočnosti drugih vrst nektarja ali mane. Morebitna kristalizacija je 
odvisna od vsebnosti nektarja cvetličnega medu ali mane. Značilen je grenek, trpek, oster 
vonj, vonj po kostanjevem cvetju, mokrem kartonu ali zmečkanem orehovem listju. 
Zaznavna je ostra, trpka aroma po zažganem sladkorju, sladkornem sirupu ali po dimu. Okus 
je dolgotrajno obstojen, zlasti po grenkem (Golob in sod., 2008). Poleg tega kostanjev med 
med vsemi vrstami medu vsebuje največ vodikovega peroksida. To snov so, dokler ni bila 
kemično določena, imenovali inhibini in so jo povezovali z bakteriostatično in baktericidno 
lastnostjo medu. Včasih je ta med primešan drugim vrstam, zato v njih občutimo njegovo 
grenkobo (Božnar in Senegačnik, 1998).  
 
3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Bakterije 
 
Za izvedbo poskusa smo uporabili bakterije vrste Streptococcus cristatus ŽMJ476 (humani 
sev, izoliran iz ustne votline), ki so bile do začetka eksperimenta shranjene pri –80 °C. 
 
3.1.2 Mikrobiološka gojišča 
 
Gojišča za mikrobiološke preiskave smo pripravili po navodilih proizvajalcev: 
 trdno gojišče: Triptični soja agar TSA (angl. Tryptone Soya Agar, Biolife, 4021502, 
Milano, Italija) 
 tekoče gojišče: Triptični soja bujon TSB (angl. Tryptone Soya Broth, Biolife, 
4021552, Milano, Italija) 
 trdno gojišče: krvni agar z ovčjo krvjo (angl. Blood Agar Base, Merck, 110886, 
Darmstad, Nemčija; defibrirana ovčja kri, Biognost, Zagreb, Hrvaška) 
 fiziološka raztopina: pripravljena s kalijevim dihidrogen fosfatom (KH2PO4) (Merck, 
1.04873.0250, Darmstadt, Nemčija) 
 
3.1.3 Uporabljene raztopine in reagenti 
 
 Etanol 96 %, denaturirani (ITRIJ, 1170, Kropa, Slovenija) 
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3.1.4 Vzorec medu 
 
Uporabili smo kostanjev med slovenskega izvora, ki smo ga dobili na Katedri za tehnologijo 
mesa in vrednotenje živil, Oddelek za živilstvo. Vzorec smo pred uporabo imeli shranjen pri 
temperaturi 4 °C v originalni embalaži. 
 
3.1.5 Vzorci prašičjih zob 
 
Za določanje adhezije smo uporabili prašičje zobe. Sprva smo zunanjost očistili z etanolom. 
Nato smo jih tretirali z ultrazvokom (10 min, 30 kHz, sobna temperatura), ponovno oblili z 
etanolom in izpostavili UV svetlobi (366 nm, 20 min pri sobni temperaturi). Pred uporabo 
smo jih 15 min sterilizirali v avtoklavu pri 115 °C. Za lažji potek dela smo jih sterilizirali v 
25 ml čašah.  
 
3.1.6 Laboratorijska oprema in naprave 
 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali laboratorijsko opremo in pribor, ki je naveden v 
Preglednici 1 in Preglednici 2. 
 
Preglednica 1: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Oznaka, proizvajalec in država 
Avtoklav SU30, Sutjeska, Jugoslavija 
Avtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
Digestorij SMBC 122 AV, Iskra pio d.o.o, Slovenija 
Jeklenka z N2 UN 1956, Slovenija 
Hladilnik LTH, Slovenija 
Inkubator Kambič, Slovenija 
Namizno mešalo Vibromix 10, Tehtnica, Slovenija 
Spektrofotometer PerkinElmer, ZDA 
Tehtnica AB204-S, Mettler, Toledo, Švica 
Ultrazvočna kopel Omnilab 950, BL Pharma 425 000001268 
Vodna kopel WB-30, Kambič, Slovenija 
Zamrzovalna skrinja -80°C Heto Ultra Freeze, ZDA 
 
Preglednica 2: Laboratorijski pribor 
Laboratorijski pribor Proizvajalec in država 
Cepilne zanke Labortehnika Golias, Slovenija 
Filter 0,45 μm Sartourius stedim, Biotech, Francija 
Kivete Brand, Nemčija 
1,5 ml-epruveta Sarstedt, Nemčija 
Petrijeve plošče, fi 90 mm Labortehnika Golias, Slovenija 
Urinski lonček Labortehnika Golias, Slovenija 
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Poleg pribora, navedenega v Preglednici 2, smo uporabljali še: Al-folijo, brizgalko, epruvete, 
gorilnik, papirnate brisače, trikotno palčko za razmaz, etanol (70 %), destilirano vodo, 
zaščitno haljo, rokavice za enkratno uporabo, anaerobni lonec, steklovino, škarje, pinceto, 
tehtič, žlico, nastavke za avtomatske pipete, stojalo za epruvete in stojalo za krioepruvete. 
 
3.2 METODE  
 
3.2.1 Zasnova poskusa in shema poteka dela 
 
Na sliki 2 je prikazana shema eksperimentalnega dela.  
 
Bakterije vrste Strept. 
cristatus ŽMJ476
Zobne površine Kostanjev med
Priprava zobne površine Priprava delovne raztopine
Revitalizacija in priprava 
inokuluma
Optimizacija določanja bakterijske adhezije na zobni površini
Določanje bakterjiske adhezije na zobni površini
 
Slika 2: Shema eksperimentalnega dela 
3.2.1.1 Oživitev bakterije in priprava prekonočne kulture 
 
Bakterije vrste  Strept. cristatus smo revitalizirali tako, da smo kriovialo iz zamrzovalnika 
prenesli v posebno stojalo, ki je ohranjalo 0 °C. Aseptično smo jo odprli in s cepilno zanko 
postrgali po notranjosti, da smo zajeli čim več vsebine v trdnem stanju. To vsebino smo 
prenesli na gojišče TSA z dodano krvjo. Postopek smo ponovili in vsebino prenesli tudi na 
gojišče TSA brez dodane krvi ter v gojišče TSB. Gojišča smo 24 ur inkubirali pri 37 °C v 
mikroaerofilni atmosferi. Le-to smo dosegli s prepihovanjem gojišč z dušikom. Po inkubaciji 
so na KA zrastle sive kolonije, na TSA pa bele kolonije (Slika 2). Bakterije smo ponovno 
precepili na gojišči TSA in KA ter ponovno inkubirali v enakih razmerah. Za pripravo 
prekonočne kulture smo kolonijo iz KA prenesli v 5 ml gojišča TSB in 24 ur inkubirali pri 
37 °C v mikroaerofilni atmosferi. 
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Slika 3: Kolonije bakterij vrste Strept. cristatus na KA (A) in TSA brez dodane krvi (B) 
Legenda: KA: gojišče krvni agar; TSA: gojišče triptični sojin agar 
3.2.1.2 Priprava inokuluma 
 
Prekonočni kulturi smo spektofotometrično izmerili optično gostoto (OD) pri valovni dolžini 
600 nm in kulturo redčili tako, da smo odpipetirali 1 ml in ji dodali 4 ml gojišča TSB. 
Premešali smo jo na vrtinčniku in ponovno izmerili OD. Ko smo dosegli vrednost OD 
približno 0,1, smo predpostavili, da je število bakterij približno 106 cfu/ml. Točno število 
smo določili z metodo štetja kolonij na gojišču TSA. To suspenzijo smo nato uporabili kot 
inokulum za določanje adhezije na zobnih površinah. 
 
3.2.1.3 Priprava zobne površine 
 
Da so bili očiščeni prašičji zobje (3.1.5) sterilni, smo preverili tako, da smo zobno površino 
vzorčili v fiziološki raztopini in določili število mikroorganizmov z metodo štetja kolonij na 
gojišču TSA. Zobje po sterilizaciji so bili sterilni in primerni za uporabo.  
 
3.2.1.4 Priprava delovne raztopine medu 
 
Delovno raztopino medu s koncentracijo 1 mg/ml v gojišču TSB smo pripravili tik pred 
poskusi. 7 g medu smo zatehtali v 14 ml epruveto in dodali 7 ml TSB. Na vrtinčniku smo 
mešali toliko časa, da je raztopina postala homogena. Delovno raztopino smo nato aseptično 
prelili v Petrijevo ploščo in sterilizirali s filtracijo preko filtra z velikostjo por 0,45 μm v 
sterilno epruveto. 
 
3.2.1.5 Določanje bakterijske adhezije na zobni površini  
 
Metodo dela smo prilagodili po Ivanković in sod. (2017). V njihovi raziskavi so stekleno 
ploščico potopili v tekoče gojišče v epruveti. Nato so dodali bakterijsko suspenzijo in 
(A) (B) 
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vsebino inkubirali na stresalniku 72 ur pri 30 °C, da se je na površini steklene plošče tvoril 
biofilm. Nato so nepritrjene bakterije sprali in v drugem koraku ploščico z biofilmom 
potopili v tekoče gojišče, ki je vsebovalo razkužilo, ki naj bi delovalo proti biofilmu. V naši 
raziskavi smo zob oblili z gojiščem TSB, ki je vsebovalo bakterije in snov, ki naj bi zavirala 
adhezijo – to je bil kostanjev med. Po inkubaciji (24 ur, 37 °C) zoba v suspenziji smo ravnali 
enako kot so v raziskavi Ivanković in sod. (2017). Zob smo prenesli v sterilno fiziološko 
raztopino (20 ml) ter stresali na mešalu (2 minuti, 650 obratov/minuto), da so se bakterije 
ločile od zoba. Nato smo v fiziološki raztopini z metodo štetja kolonij na gojišču TSA 
določili število bakterij (cfu/ml). 
 
Za določanje bakterijske adhezije na zobno površino smo uporabili šest zob (Slika 3). Dva 
za negativno kontrolo (NK), dva za pozitivno kontrolo (PK) ter dva za določitev 
protiadhezivnega delovanja medu. Vsakemu zobu, ki je predstavljal NK, smo dodali 25 ml 
gojišča TSB. PK je sestavljalo 50 ml gojišča TSB ter 0,74 ml inokuluma (3.2.1.2). Vsakemu 
zobu, ki je predstavljal PK, smo dodali 25 ml gojišča TSB z inokulumom. Za določitev 
protiadhezivnega delovanja medu smo uporabili 50 ml gojišča TSB, 4,68 ml delovne 
raztopine medu (3.2.1.4) ter 0,74 ml inokuluma (3.2.1.2). Vsakemu zobu, ki je predstavljal 
vzorec, smo dodali 25 ml raztopine tekočega gojišča TSB, inokuluma in delovne raztopine 
medu. Vsi zobje so bili popolnoma potopljeni v gojišču TSB (Slika 4) in inkubirani 24 ur pri 
37 °C v mikroaerofilni atmosferi. 
 
  
Slika 4: Določitev protiadhezivnega delovanja kostanjevega medu na zobni površini 
Legenda: Vzorec: prašičji zob, TSB, kostanjev med, inokulum bakterij vrste Strept. cristatus; PK: pozitivna 
kontrola: prašičji zob, TSB, inokulum bakterij vrste Strept. cristatus; NK: negativna kontrola:TSB; TSB 
gojišče triptični sojin bujon 
3.2.1.6 Določitev števila adheriranih bakterij na zobni površini 
 
Število bakterijskih celic (N), ki so se adherirale na zobno površino (3.2.1.5), smo določali 
z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču. Zobe smo aseptično prenesli v epruvete, dodali 
20 ml sterilne fiziološke raztopine (Slika 5) ter tretirali 10 min v ultrazvočni kopeli (30 kHz, 
Vzorec PK NK 
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sobna temperatura). Nato smo fiziološko raztopino z bakterijskimi celicami dobro premešali 
na vrtinčniku in pripravili 10-kratne razredčitve s fiziološko raztopino (do 10-5). 
 
  
Slika 5: Prašičji zob, pripravljen na izvedbo metode štetja kolonij na trdnem gojišču 
Na gojišča TSA smo nacepili razredčitve od 10–1 do 10–7  in gojišča 24 h inkubirali pri 37 
°C (Slika 6).  
 
  
Slika 6: Kolonije bakterij vrste Strept. cristatus po 24 urni inkubaciji pri 37 °C na gojišču TSA 
Legenda: TSA: gojišče triptični sojin agar 
Po inkubaciji smo prešteli kolonije na tistih gojiščih, kjer je zraslo števno število kolonij 
(15–300 kolonij pri redčitvi 10-1, 5–30 kolonij pri redčitvi 10-2 do 10-7). Pri izračunu števila 
bakterij v 1 ml vzorca (cfu/ml) smo upoštevali povprečno število kolonij in razredčitev, kot 
je predstavljeno v enačbi 1 (ISO 4833, 1991). 
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𝑁 =
ΣC
(n1+0,1∗n2)∗R
              …(1) 
 
Legenda:  
N – število mikroorganizmov v fiziološki raztopini (cfu/ml) 
∑C – vsota vseh kolonij na števnih ploščah 
n1– število gojišč pri prvi upoštevani razredčitvi vzorca  
n2 – število gojišč pri drugi razredčitvi vzorca  
R – prva razredčitev vzorca pri kateri smo prešteli kolonije 
 
Dobljeno število bakterij smo množili z 20, saj smo z 20 ml fiziološke raztopine spirali zobe 
(enačba 2). 
 
𝑁1 = 𝑁 × 20           …(2) 
 
Legenda: 
N1 – število mikroorganizmov v 20 ml fiziološke raztopine (cfu)  
N – število mikroorganizmov v fiziološki raztopini (cfu/ml)lahko izračunali število adheriranih 
bakterij na posamezni zobni površini (cfu/cm2), smo zobem čim bolj natančno določili 
površino. Vsak zob smo čim bolj natančno ovili v Al-folijo, pri čemer se Al-folija ni smela 
prekrivati in morala je zajeti celotno zobno površino. Nato smo folijo previdno odvili, 
poravnali in preslikali v digitalno obliko (Slika 7). Preslikanim oblikam Al-folij smo določili 
površine s programom Autodesk Autocad 2016. 
 
  
Slika 7: Prašičji zobje uporabljeni za določanje adhezije bakterij vrste Strept. cristatus, in pripadajoče 
preslikane Al-folije uporabljene za določitev zobne površine 
Legenda: A1, A2: prašičja zoba uporabljena za določanje adhezije bakterij vrste Strept. cristatus v gojišču 
TSB z dodanim kostanjevim medom, PK1, PK2: pozitivna kontrola: prašičja zoba uporabljena za določanje 
adhezije bakterij vrste Strept. cristatus v gojišču TSB; NK1, NK2: negativna kontrola: prašičja zoba 
uporabljena za določanje adhezije v gojišču TSB 
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Število adheriranih bakterij vrste Strept. cristatus na zobni površini smo izračunali z enačbo 
3. 
 
𝑁2 =
N1
p
            …(3) 
 
Legenda:  
N2: število adheriranih bakterij vrste Strept. cristatus na zobni površini (cfu/cm²) 
N1: število mikroorganizmov v 20 ml fiziološke raztopine (cfu)  
p: površina zoba  
 
3.2.2 Test ANOVA 
 
Analiza variance (ANOVA) je tip splošnega linearnega modela, ki je primeren za faktorske 
vzorce, v katerem gre za interakcije med enim ali več dejavniki. ANOVA predpostavlja 
korelacije, ki jih povzročajo ponavljajoče se meritve istih subjektov, ali nehomogeno 
varianco po pogojih, ki zahtevajo naknadne popravke stopenj, porazdelitev napake v ločene 
izraze ali eksplicitno modeliranje napake pri ko-varianci (Henson, 2015). Rezultate 
eksperimentalnega dela smo analizirali s testom ANOVA in statistično značilno razliko med 
povprečji upoštevali pri p≤ 0,05 (MS Excel). 
 
4 REZULTATI 
 
Namen diplomskega dela je bil ugotoviti, ali kostanjev med zavre adhezijo bakterij vrste 
Strept. cristatus na zobni površini. Uporabili smo prašičje zobne površine, ki so zelo 
podobne človeškim zobnim površinam in najprej optimizirali metodo določanja bakterijske 
adhezije na zobno površino.  
 
4.1 OPTIMIZACIJA METODE DOLOČANJA BAKTERIJSKE ADHEZIJE NA ZOBNI 
POVRŠINI  
 
Optimizacija metode določanja bakterijske adhezije na zobni površini je vsebovala več 
stopenj: 
 Čiščenje zobnih površin: 
Prašičje zobe smo sprva očistili tako, da smo jih v fiziološki raztopini v urinskem lončku 10 
minut tretirali v ultrazvočni kopeli (30 Hz, sobna temperatura). Za tem smo zobe prelili z 
etanolom (70 %), le-tega odcedili in zobe obsevali 20 minut z UV svetlobo (366 nm, sobna 
temperatura). Tako očiščene zobe smo ponovno prenesli v urinski lonček, dodali fiziološko 
raztopino ter stresali na vrtinčniku ter nato z metodo štetja kolonij na gojišču TSA določili 
število bakterij. Ugotovili smo, da tudi po večkratnem ponavljanju opisanega postopka zobje 
niso bili sterilni, in da kot taki niso bili primerni za določanje bakterijske adhezije na zobno 
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površino. Za nadaljnje eksperimentalno delo smo zato prašičje zobe 15 minut sterilizirali v 
avtoklavu pri 120 °C. 
 Izpostavitev zobnih površin bakterijam vrste Strept. cristatus 
Krono sterilnega zoba smo potopili v še ne popolnoma strjeno sterilno agarozo, počakali, da 
se je le-ta strdila in nato zobno korenino prelili z gojiščem TSB. Na tak način smo želeli 
ustvariti razmere, ki bi bile čim bolj podobne žlebom dlesni. Dva zoba smo prelili z gojiščem 
TSB (za negativno kontrolo), dva zoba pa z gojiščem TSB z bakterijami vrste Strept. 
cristatus. Rezultati so pokazali, da bi bila izvedba dela manj zapletena, če bi z raztopino 
oblili celoten zob. V nadaljevanju smo zato uporabili metodo, ki smo jo  prilagodili glede na 
metodo, ki so jo uporabili Ivanković in sod. (2017) (3.2.1.5). 
 
4.2 DOLOČITEV BAKTERIJSKE ADHEZIJE NA ZOBNI POVRŠINI  
 
Analizirali smo protiadhezivno učinkovitost kostanjevega medu na površini prašičjih zob. 
Uporabili smo sub-inhibitorno koncentracijo 0,5 MIK (93,75 mg/ml) (Kokalj, 2018), saj je 
Kokalj (2018) dokazala, da je bila adhezija bakterij vrste Strept. cristatus ŽMJ476 na 
amalgamskih diskih občutno zmanjšana (inhibicija adhezije je bila 89 %) ob dodatku 
kostanjevega medu. Število adheriranih bakterij se med pozitivno kontrolo, kjer smo 
uporabili gojišče TSB z bakterijami vrste Strept. cristatus, ter zobno površino, kjer smo 
uporabili TSB z dodanim kostanjevim medom in bakterijami vrste Strept. cristatus, ni 
bistveno razlikovala. Povprečno število adheriranih bakterij vrste Strept. cristatus na 
prašičjih zobeh je navedeno v Preglednici 3. Glede na dobljene rezultate ne moremo 
zaključiti, da kostanjev med vpliva na pritrjevanje bakterij vrste Strept. cristatus na zobno 
površino.  
 
Preglednica 3: Povprečno število adheriranih bakterij vrste Strept. cristatus na prašičjih zobeh 
Vzorec N1 (log cfu) N2 (log cfu/cm2) 
Negativna 
kontrola 
2,26 ± 0,0 1,12 ± 0,2a 
Pozitivna 
kontrola 
6,30 ± 0,2 5,01 ± 0,2b 
Zobna 
površina 
6,89 ± 0,2 5,72 ± 0,5b 
Legenda: N1: število adheriranih bakterij sproščenih iz zobnih površin v 20 ml fiziološke raztopine; N2: 
izračunano število adheriranih bakterij na zobni površini; Negativna kontrola: prašičji zob v gojišču TSB; 
Pozitivna kontrola: prašičji zob v gojišču TSB z bakterijami vrste Strept. cristatus; Zobna površina: prašičji 
zob v gojišču TSB z dodanim kostanjevim medom in z bakterijami vrste Strept. cristatus; TSB: gojišče triptični 
sojin bujon; a, b: povprečne vrednosti z različno oznako se med seboj statistično značilno razlikujejo (p≤0,05) 
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5 RAZPRAVA 
 
Subinhibitorna koncentracija (0,5 MIK) kostanjevega medu ni niti zmanjšala adhezije 
bakterij na zobe niti je ni povečala. Rezultati našega eksperimentalnega dela se razlikujejo 
od rezultatov, ki so predstavljeni v Kokalj (2018). Avtorica je raziskovala protiadhezivno 
delovanje različnih vrst medu na različne bakterije in pri tem uporabila zobne nadomestke, 
amalgamske diske in nanohibridne kompozite, ki so drugačne strukture in imajo drugačno 
površino kot zobje. V našem poskusu 0,5 MIK kostanjevega medu ni zadostovala za 
inhibicijo bakterijske adhezije na prašičje zobe. Z vizualnim pregledom prašičjih zob smo 
lahko videli, da le-ti niso imeli pretiranih nepravilnosti na površini, niso pa bili popolnoma 
gladki (Slika 7). Zobje so se razlikovali tudi po velikosti in obliki. S prostim očesom razlike 
med površinami zob niso bile vidne, predvidevamo pa, da so le-te bile, in zato bi bilo 
primerno v prihodnje uporabiti mikroskopske metode (npr. SEM, vrstični elektronski 
mikroskop, AFM mikroskopija na atomsko silo), s katerimi bi bolje okarakterizirali površine 
in določili površinski profil prašičjih zob. Zobe smo tudi trikrat sterilizirali v avtoklavu in 
predvidevamo, da je bila površina občutno drugačna, kot če bi uporabili toplotno neobdelane 
zobe. Zato bi morali v prihodnje preveriti sestavo zob oz. površino zob po avtoklaviranju. 
Rezultati raziskave, ki so jo opravili Bohinc in sod. (2016), so pokazali, da hrapavost 
površine bistveno vpliva na adhezijo bakterij. Stopnja adhezije bakterij na površinah iz 
nerjavečega jekla je bila povečana vzporedno s povečanjem hrapavosti površine. Začetna 
adhezija bakterij na površino naj bi se začela pri nepravilnostih na površini, kot so razpoke 
in utori. Te točke zagotavljajo zaščito pred zunanjimi silami. S hrapavostjo se prav tako 
poveča površina, ki je na voljo za kolonizacijo. Prevladujoča dejavnika za adhezijo sta 
hidrofobnost in hrapavost površine. Drugi dejavniki, ki so pomembni za adhezijo 
bakterijskih celic, so površina celic, proizvodnja EPS in različni okoljski dejavniki (Bohinc 
in sod., 2016). Določiti bi morali tudi optimalno koncentracijo kostanjevega medu, saj je 
tudi od tega dejavnika zelo odvisno protiadhezivno delovanje. Med je sestavljen predvsem 
iz ogljikovih hidratov (okoli 82 %), vode in drugih sestavin (beljakovin, mineralov, 
fitokemikalij in antioksidantov). Te druge sestavine so odgovorne za biološko aktivnost 
medu pri lajšanju okužb, opeklin, ran in razjed. Sladkorji v medu so večinoma fruktoza in 
glukoza. Obstajajo tudi majhne količine saharoze, disaharidov, nekaterih trisaharidov in 
višjih saharidov (Almasaudi in sod., 2017). Ustni streptokoki za rast in pridobivanje energije 
izkoriščajo ogljikove hidrate, predvsem saharozo oziroma glukozo (Dragaš, 1996). Ker v 
medu prevladajo omenjeni ogljikovi hidrati, bi to lahko spodbudilo rast bakterij vrste Strept. 
cristatus. Verjetno je, da smo uporabili premajhno koncentracijo kostanjevega medu, zato 
inhibitorne sestavine medu niso učinkovale na bakterije in so lahko bakterije sestavine medu 
izkoristile za rast in razvoj. 
 
Povzamemo lahko, da bi bilo potrebno bolj natančno proučiti površino prašičjih zob in 
sestavo le-teh. Optimizirati bi bilo potrebno koncentracijo medu, ki bi protiadhezivno 
delovala na bakterije vrste Strept. cristatus. 
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6 SKLEPI 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov v raziskavi lahko sklepamo, da kostanjev med pri 
koncentraciji 93,75 mg/ml ni vplival na adhezijo bakterij Strept. cristatus na zobno površino. 
Na zobeh, kjer je bil uporabljen kostanjev med adhezija ni bila niti zmanjšana niti povečana 
v primerjavi z zobmi, kjer ni bilo prisotnega kostanjevega medu. 
 
7 POVZETEK 
 
V naši raziskavi smo proučevali, ali ima dodatek kostanjevega medu (93,75 mg/ml) 
inhibitoren učinek na adhezijo bakterij vrste Strept. cristatus ŽMJ476 na zobno površino.  
 
Za eksperimentalno delo smo uporabili šest prašičjih zob ter kostanjev med slovenskega 
izvora. Kot protiadhezivno koncentracijo smo testirali 0,5 MIK, ki jo je določila Kokalj 
(2018). V njeni raziskavi se je izkazalo, da ta koncentracija medu zmanjša adhezijo bakterij 
vrste Strept. cristatus ŽMJ476 na amalgamskih in nanohibridnih kompozitih. V naših 
eksperimentih uporabljena koncentracija medu ni povzročila niti povečanja niti zmanjšanja 
adhezije bakterij na zobno površino.  
 
Ker so rezultati pokazali ravno nasprotno od navedenih podatkov v literaturi (Ramsay in 
sod., 2019), ki navajajo, da med deluje protiadhezijsko, bi bilo potrebno raziskavo 
nadaljevati tako, da bi preverili več koncentracij kostanjevega medu, določili vpliv 
sterilizacije na zobno površino in da bi zobno površino karakterizirali z uporabo različnih 
mikroskopskih metod. Prav tako bi bilo potrebno opraviti več ponovitev raziskave in pri tem 
uporabiti več prašičjih zob ter več vzorcev kostanjevega medu, saj se tudi njihova 
bioaktivnost lahko razlikuje. Dobro bi bilo, da bi zobje bili podobnih dimenzij in oblike. 
Zaradi povečevanja števila naravnih produktov proti tegobam ustne votline na trgu, bi bile 
nadaljnje raziskave vpliva medu na adhezijo bakterij na zobe zelo zanimive. 
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